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ES 2420 654 T3

DESCRIPCION
Una vacuna que comprende un antigeno conjugado con anticuerpos anti-CD40 de valencia baja

La invencion se refiere a un conjugado que comprende un anticuerpo y un antigeno, en el que dicho conjugado tiene
una baja valencia de anticuerpo, y incluye métodos para preparar dicho conjugado.

El sistema inmunoldgico esta formado por linfocitos que son capaces de reconocer antigenos especificos. Los
linfocitos B reconocen antigenos en su conformacion nativa a través de receptores de inmunoglobulina de la
superficie, y los linfocitos T reconocen los antigenos de las proteinas que se presentan como péptidos junto con
moléculas del propio organismo conocidas como antigenos de histocompatibilidad mayor (MHC), o antigenos de
leucocitos humanos (HLA) en los seres humanos, presentes sobre la superficie de las células presentadoras de
antigenos. Las células presentadoras de antigenos aparecen en diferentes formas y pueden distinguirse en células
presentadoras de antigenos "clasicas", ejemplificadas por macréfagos y células dendriticas, y células presentadoras
de antigeno "no clasicas", que incluyen linfocitos B. Los linfocitos T pueden también subdividirse en "linfocitos T
citotdxicos", que son capaces de matar a las células diana infectadas por virus, y linfocitos "T auxiliares". Los
linfocitos T auxiliares tienen una funcién reguladora y son capaces de ayudar a los linfocitos B para que produzcan
anticuerpos especificos, o ayudan a los macrofagos a matar patégenos intracelulares.

Los anticuerpos pueden existir en varias formas, por ejemplo, existen las clases principales IgM, 1gG, IgA, IgD e IgE,
cada una de las cuales se diferencia en las funciones "efectoras", con las que se determina el efecto del anticuerpo.
Las funciones efectoras incluyen la fijacion del complemento (que produce la estimulacion de respuestas
inflamatorias) que puede activarse tras la formacién de complejos inmunoldgicos de antigeno y anticuerpo por IgM,
IgA e IgG. Otro ejemplo de una funcion efectora es la activacion de células cebadas por un antigeno, que se realiza
mediante reticulacion de IgE de la superficie con las células cebadas, anclado mediante la ocupacion del receptor de
alta afinidad FcR-épsilon-I de IgE (un receptor para la region Fc de IgE). Para algunas de las clases de anticuerpos
existen subclases (por ejemplo, IgG en el ser humano estda compuesto por cuatro subclases diferentes, conocidas
como 1gG1, 1gG2, IgG3 e IgG4). Las subclases de IgG se diferencian notablemente en su abundancia y sus
funciones efectoras.

Uno de los avances mas importantes en la historia de la medicina es la aparicién de las vacunas, que se emplean
para proteger frente a una amplia variedad de enfermedades infecciosas. También existen vacunas en desarrollo
para el tratamiento de diversas enfermedades no infecciosas, tales como enfermedades autoinmunoldgicas y
neurodegenerativas y diversos canceres. Muchas vacunas se preparan con patdégenos inactivados o atenuados que
se inyectan en un individuo. El individuo inmunizado responde produciendo una respuesta humoral (anticuerpo) y
celular (células T citoliticas, CTL). Por ejemplo, algunas vacunas de la gripe se preparan inactivando el virus
mediante un tratamiento quimico con formaldehido; de forma parecida, la vacuna de la polio de Salk comprende
virus completos inactivados con propionolactona. Para muchos patégenos (en particular, bacterias), una inactivacion
quimica o con calor, aunque puede producir inmundgenos de vacuna que confieren inmunidad protectora, también
provocan efectos secundarios, tales como fiebre y reacciones en el sitio de la inyeccion. En el caso de las bacterias,
los organismos inactivados tienden a ser tan téxicos que los efectos secundarios han limitado la aplicacion de estos
inmundégenos de vacuna brutos (por ejemplo, la vacuna de pertussis celular). Por tanto, muchas vacunas modernas
se preparan a partir de antigenos protectores del patdgeno, separados mediante purificaciéon o clonacion molecular a
partir de materiales que producen efectos secundarios. Estas Ultimas vacunas se conocen como "vacunas de
subunidades".

El desarrollo de vacunas de subunidades (por ejemplo, vacunas en las que el inmundégeno es una proteina
purificada) ha sido el centro de investigaciones importantes en los ultimos afos. La aparicion de nuevos patégenos
(tales como VIH y estreptococos del grupo B) y el crecimiento de la resistencia a antibiéticos han creado la
necesidad de desarrollar nuevas vacunas y de identificar mas moléculas candidatas utiles para el desarrollo de
vacunas de subunidades. De forma similar, el descubrimiento de nuevos antigenos de vacunas a partir de estudios
gendmicos y protedmicos esta permitiendo el desarrollo de nuevos candidatos a vacunas de subunidades, en
particular contra patégenos bacterianos y canceres. Sin embargo, aunque las vacunas de subunidades tienden a
evitar los efectos secundarios de las vacunas de patégenos muertos o atenuados, su estado "puro" las ha separado
de las "sefiales de peligro" que a menudo estan asociadas a las vacunas de organismos completos, y las vacunas
de subunidades no siempre tienen la inmunogenicidad adecuada. Muchos candidatos a vacunas de subunidades
han fallado en ensayos clinicos en los ultimos afios, que en otra circunstancia podrian haber tenido éxito si hubiera
estado disponible un adyuvante adecuado que potenciase la respuesta inmunoldgica frente al antigeno purificado.
Un adyuvante es una sustancia o un procedimiento que potencia las respuestas inmunoldgicas especificas frente a
antigenos modulando la actividad de las células inmunoldgicas.

Los inventores describen un adyuvante con mayor eficacia. Un adyuvante es una sustancia o un procedimiento que
potencia las respuestas inmunolégicas especificas frente a antigenos modulando la actividad de las células
inmunolégicas. Los ejemplos de adyuvantes incluyen, solo como ejemplo, adyuvante de Freund, dipéptidos de
muramilo, y liposomas. Los documentos WO97/38711, US02/0136722 y US 02/0086026 describen, entre otras
cosas, conjugados de CD28:antigeno y CD40:antigeno, que actdan como adyuvantes y producen respuestas
inmunolégicas potenciadas dirigidas a la parte del antigeno del conjugado.
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Los conjugados de CD28/CD40:antigeno pueden producirse mediante una serie de formas, y utilizan una serie de
posibles agentes de reticulacion. En los catalogos de Pierce Chemical Company Inc. y Molecular Probes Inc se
describe una serie de agentes de reticulacion y métodos de reticulacion. Los métodos de conjugacion preferidos
emplean los denominados agentes de reticulacion heterobifuncionales, que tienen cada uno diferentes grupos
funcionales en cada extremo de la molécula, y asi su uso puede evitar una reticulaciéon directo entre antigeno-
antigeno, o una reticulacion entre anticuerpo-anticuerpo. Sin embargo, a pesar de las ventajas de estos agentes de
reticulacion, en muchos casos siguen pudiéndose formar conjugados que contienen mas de una molécula de
anticuerpo, y mas de una molécula de antigeno.

Por ejemplo, si se emplean sulfo-SMCC y SATA como agentes de reticulacion, uno de los componentes del
conjugado primero se maleimida utilizando sulfo-SMCC, vy el otro tiene grupos sulfhidrilo unidos utilizando SATA.
Tanto la maleimidaciéon como la modificacion de sulfhidrilo se producen sobre aminas primarias, de las cuales puede
haber varias sobre el anticuerpo y el antigeno (restos amino-terminales (4 en cada molécula de 1g), y cualquier resto
lisina). Por tanto, es posible que cualquier antigeno se una a mas de una molécula de anticuerpo, y que cualquier
molécula de anticuerpo se una a mas de una molécula de antigeno. De esta manera pueden formarse grandes
complejos de anticuerpo y antigeno unidos covalentemente. Los complejos formados durante la conjugacién pueden
caracterizarse utilizando una serie de parametros diferentes:

i) tamafio global del conjugado (peso molecular);

ii) proporcion de anticuerpo a antigeno (peso:peso);

iii) proporcion de anticuerpo a antigeno (mol:mol);

iv) nimero medio de moléculas de anticuerpo en el conjugado; y
v) numero medio de moléculas de antigeno en el conjugado.

Para cualquier antigeno de peso molecular conocido, todos estos parametros pueden derivarse de (iv) y (v). Sin
embargo, puesto que los antigenos varian en tamanio, las relaciones entre estos valores variaran, y asi las formas
optimas de conjugados variaran entre antigenos pequefios (péptidos), intermedios (proteinas) y grandes
(polisacaridos).

A partir de experimentos in vitro se sabe que la sefalizacion a través de CD40 y CD28 se potencia aumentando la
valencia de la interaccion. Asi, para lograr una proliferacion éptima de células B o T, se adhieren anti-CD40 o anti-
CD28 al plastico de placas de cultivo de tejidos antes de la adicion de las células, o se reticulan mediante el uso de
anticuerpos anti-Fc adheridos al plastico, o incluso a través del uso de lineas celulares que expresan el receptor de
Fc, tales como células L929 que expresan CD32 que se adhieren al plastico de la placa de cultivo de tejidos
(Banchereau et al., Science, 1991, 252:70-72). De forma sorprendente, los inventores han descubierto que, a
diferencia de la induccion de la proliferacion in vitro, los efectos adyuvantes de los anticuerpos no se ven
potenciados por el aumento en la multivalencia. En efecto, los efectos adyuvantes disminuyen cuando cualquiera de
los anticuerpos esta en un estado multivalente.

Segun un aspecto de la invencién, se proporciona un adyuvante que comprende un conjugado aislado de un
anticuerpo CD40 y al menos un antigeno tumoral, en el que dicho conjugado consiste en un complejo oligomérico en
el que la valencia del anticuerpo del complejo consiste en una a dos moléculas de anticuerpo por complejo.

La formacion de un "conjugado” se realiza mediante cualquier medio que produzca una reticulacién de conjugacion o
asociacion del antigeno con el anticuerpo.

Segun otro aspecto de la invencion, se proporciona una composicion de vacuna que comprende un conjugado
segun la invencion.

En una realizacion preferida de la invencion, dicha composicion comprende ademas un vehiculo.
En otra realizacion preferida de la invencion, dicha composicion comprende ademas un segundo adyuvante.

El término "vehiculo" se interpreta de la siguiente manera. Un vehiculo es una molécula inmunogénica que, cuando
se une a una segunda molécula, potencia las respuestas inmunoldgicas frente a esta Ultima. Algunos antigenos no
son intrinsecamente inmunogénicos (es decir, no son inmunogénicos por derecho propio), pero son capaces de
generar respuestas de anticuerpos cuando se asocian con una molécula de proteina extrafa, tal como hemocianina
de lapa o toxoide del tétanos. Estos antigenos contienen epitopos de células B pero no epitopos de células T. El
resto de proteina de dicho conjugado (la proteina "vehiculo") proporciona epitopos de células T que estimulan a las
células T auxiliares, que a su vez estimulan a las células B especificas de antigeno para que se diferencien en
células plasmaticas y produzcan anticuerpos contra el antigeno. Las células T auxiliares también pueden estimular a
otras células inmunoldgicas, tales como células T citotoxicas, y un vehiculo puede desempefiar un papel analogo
para generar inmunidad mediada por células, asi como anticuerpos. Ciertos antigenos que carecen de epitopos de
células T, tales como polimeros con un epitopo de células B repetido (por ejemplo, polisacaridos bacterianos), son
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intrinsecamente inmunogénicos hasta un grado limitado. Estos se conocen como antigenos T-independientes. Estos
antigenos se benefician de la asociacion con un vehiculo, tal como el toxoide del tétanos, y en estas circunstancias
provocan unas respuestas de anticuerpos mucho mas fuertes. La conjugacién del vehiculo con polisacaridos
bacterianos se emplea para producir una serie de "vacunas de conjugados" contra infecciones bacterianas, tales
como Haemophilus influenzae (Hib) y meningococos del grupo C.

En otra realizacion preferida de la invencion, dicho antigeno es un antigeno especifico de tumor o un antigeno
asociado a un tumor. Preferiblemente, dicho antigeno se selecciona del grupo de un antigeno de glangliosido, una
hormona o un receptor de hormona, por ejemplo, el receptor de N-metil-D-aspartato o una parte de este.

Una via de administracién preferida es la administraciéon intradérmica, subcutanea, intramuscular o intranasal; sin
embargo, el método de inmunizacion no esta restringido a una via de administraciéon concreta.

Un anticuerpo quimérico se produce por métodos recombinantes para que contenga la region variable de un
anticuerpo con una region invariable o constante de un anticuerpo humano.

Un anticuerpo humanizado se produce por métodos recombinantes para combinar las regiones determinantes de la
complementariedad (CDR) de un anticuerpo con las regiones constantes (C) y las regiones de marco de las regiones
variables (V) de un anticuerpo humano.

Los anticuerpos quiméricos son anticuerpos recombinantes en los que todas las regiones V de un anticuerpo de
ratbn o de rata se combinan con regiones C de un anticuerpo humano. Los anticuerpos humanizados son
anticuerpos hibridos recombinantes que fusionan las regiones determinantes de la complementariedad procedentes
de una region V de anticuerpo de roedor, con las regiones de marco de las regiones V de un anticuerpo humano.
También se emplean las regiones C del anticuerpo humano. Las regiones determinantes de la complementariedad
(CDR) son las regiones dentro del dominio N-terminal de la cadena pesada y ligera del anticuerpo, a las cuales se
restringe la mayoria de la variacion de la region V. Estas regiones forman bucles sobre la superficie de la molécula
de anticuerpo. Estos bucles proporcionan la superficie de unién entre el anticuerpo y el antigeno.

Los anticuerpos de animales no humanos provocan una respuesta inmunolégica contra el anticuerpo extrafio y su
retirada de la circulacién. Los anticuerpos quimeéricos y humanizados tienen menos antigenicidad cuando se inyectan
a un sujeto humano, porque tienen una cantidad reducida de anticuerpo de roedor (es decir, extrafio) dentro del
anticuerpo hibrido recombinante, mientras que las regiones de anticuerpos humanos no provocan una respuesta
inmunoldégica. Esto produce una respuesta inmunoldégica mas débil y una disminucién en la eliminacion del
anticuerpo. Esto resulta claramente deseable cuando se emplean anticuerpos terapéuticos para el tratamiento de
enfermedades humanas. Los anticuerpos humanizados se disefian para que tengan menos regiones de anticuerpos
"extrafios" y por tanto se cree que son menos inmunogénicos que los anticuerpos quimeéricos.

También es posible crear regiones variables individuales, los denominados fragmentos de regiones variables de
anticuerpos monocatenarios (scFv). Si existe un hibridoma para un anticuerpo monoclonal especifico, esta dentro
del conocimiento de los expertos en la técnica poder aislar scFv a partir d& ARNmm extraido de dicho hibridoma
mediante RT PCR. Como alternativa, puede realizarse una seleccion de presentacion de fagos para identificar los
clones que expresan los scFv. Como alternativa, dichos fragmentos son "fragmentos de anticuerpos de dominio".
Los anticuerpos de dominio son la parte de unién mas pequefia de un anticuerpo (aproximadamente 13 kDa). Los
ejemplos de esta tecnologia se describen en los documentos US 6.248.516, US 6.291.158, US 6.127.197 y EP
0368684.

Segun otro aspecto de la descripcion, se proporciona un método para reticular un anticuerpo, en el que dicho
anticuerpo es capaz de unirse a un polipéptido del receptor de CD40 y al menos un antigeno, que se caracteriza
porque se proporcionan condiciones de reaccion que seleccionan los conjugados con una valencia de anticuerpo
baja.

Segun otro aspecto de la descripcion, se proporciona un método para preparar un conjugado segun la invencion,
que comprende el fraccionamiento de una mezcla de reaccién de conjugacion.

En un método preferido de la descripcion, dicho fraccionamiento comprende las siguientes etapas:

i) proporcionar una mezcla de reaccion que consiste en un complejo conjugado de anticuerpo:antigeno reticulado
heterogéneo;

ii) separar la mezcla de reaccion en fracciones que contiene conjugados con un tamario definido; y opcionalmente
iii) aislar los conjugados con una valencia de anticuerpo deseada.

En un método preferido de la descripcién, dicha fraccion contiene un complejo conjugado con una valencia de
anticuerpo de aproximadamente una media de cinco moléculas de anticuerpo por complejo.

En otra realizacion preferida de la descripcion, dicha fraccion contiene un complejo de dos moléculas de anticuerpo,
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preferiblemente dicho conjugado es un Unico anticuerpo unidad al menos a un antigeno.

En un método preferido de la descripcion, dicho método se selecciona del grupo que consiste en un método de
cromatografia de exclusiébn molecular, un método de cromatografia de afinidad, y un método de precipitacion
diferencial.

A continuacién se proporciona una realizacion de la invencion como ejemplo y haciendo referencia a las siguientes
figuras:

la figura 1 ilustra el efecto de la valencia de un anticuerpo anti-CD40 sobre las respuestas inmunolégicas primarias
anti-rata; y

la figura 2 ilustra el efecto de la valencia creciente de un anticuerpo sobre las respuestas inmunologicas utilizando un
anticuerpo anti-CD40.

Materiales y métodos

La valencia de anticuerpo de los conjugados puede variarse mediante un gran niumero de formas; en efecto, existe
un gran numero de formas posibles para realizar las conjugaciones que conoceran los expertos en la técnica. Las
siguientes se incluyen solo como ejemplo.

Alteracion del grado de derivatizacion del antigeno

Un medio para reticular antigenos con anticuerpos es maleimidar el antigeno, por ejemplo, utilizando sulfo-SMCC, y
después hacer reaccionar el antigeno maleimidado con un anticuerpo tiolado (el anticuerpo puede tiolarse utilizando
SATA o SPDP).

El grado de maleimidacion del antigeno puede alterarse cambiando las concentraciones relativas de sulfo-SMCC (4-
(N-maleimidometil)ciclohexan-1-carboxilato de sulfo-succinimidilo) y antigenos en la reaccion.

Otro método para producir conjugados permite determinar una medicién precisa del grado de derivatizacion del
antigeno. Puede utilizarse el agente de reticulacion SPDP (3-(2-piridiltio)propionato de succinimidilo) para tiolar el
antigeno. ElI SPDP reacciona a pH 7-9 con un antigeno que contiene amina, produciendo un disulfuro mixto.
Después, tras una reducciéon con ditiotreitol, se libera un cromdéforo de 2-piridintiona, y un grupo sulfhidrilo
permanece sobre la proteina. A partir de la cantidad de croméforo liberado (segin se determina mediante la
absorbancia), es posible calcular la proporcion media de derivatizacion del antigeno. Por supuesto, si esta
proporcion fuera, por ejemplo, 3 grupos sulfhidrilo por molécula de antigeno, los posteriores conjugados con
anticuerpos maleimidados con sulfo-SMCC no podrian tener una valencia de anticuerpo mayor que 3. Asi, el control
del grado de derivatizacion y, por tanto, el nimero medio de restos tiol por molécula de antigeno puede limitar la
valencia de anticuerpo de los conjugados.

Otro medio para controlar la valencia puede ser alterar el nimero de grupos reactivos presentes en el antigeno. Asi,
por ejemplo, puede utilizarse SDPD o SATA (entre otros agentes de reticulacion) para afadir grupos sulfhidrilo al
antigeno. Estos agentes de reticulacion reaccionan ambos con aminas primarias, y por tanto la reaccién puede ser
con el resto amino-terminal, o con restos lisina presentes en otra parte de la proteina. Es posible retirar algunos de
los restos lisina de un antigeno recombinante mediante mutagénesis especifica dirigida a sitio. Por supuesto, es
posible retirar los restos lisina de un péptido alterando la sintesis. Por supuesto, si se van a alterar las secuencias
antigénicas, seria importante determinar que no se estén eliminando epitopos importantes mediante este
procedimiento.

Alteracion de las proporciones de antigeno:anticuerpo en la reaccion de las proteinas derivatizadas

Las proporciones relativas del anticuerpo y antigeno derivatizado en la mezcla de reaccién pueden alterarse, y esto
tendra efecto sobre el tipo de conjugado formado, que también dependera del grado de derivatizacion y los tamafios
relativos de los dos componentes.

Purificacién de conjugados de diferente tamafio

Los conjugados producidos pueden purificarse mediante fraccionamiento de tamafio. Por ejemplo, los conjugados de
glicoproteina D y anticuerpo de entre 200 kDa y 400 kDa pueden separarse de los conjugados mas grandes
mediante filtracion en gel. Estos conjugados pueden contener no mas de dos moléculas de anticuerpo por conjugado
(de aproximadamente 150 kDa cada una).

Un método alternativo para la purificacion de conjugados de menor peso molecular es el uso de la adicion

secuencial de polietilenglicol (PEG) a la mezcla de conjugado. Son necesarias unas concentraciones relativamente

bajas de PEG para precipitar conjugados grandes, mientras que unas concentraciones crecientes precipitaran los

conjugados de tamafio decreciente. Una alternativa al PEG seria una sal, tal como sulfato de amonio. De nuevo,

unas concentraciones crecientes de sulfato de amonio conduciran a la precipitacién de proteinas/conjugados

gradualmente mas pequefios. EIl PEG o el sulfato de amonio después pueden retirarse de los precipitados
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redisueltos mediante didlisis.

Un método alternativo para seleccionar conjugados de baja valencia seria, en lugar dirigirse a conjugados de
pequefio tamario, extraer los conjugados de valencia alta mediante cromatografia de afinidad sobre Sepharose
CL4B que porta el dominio extracelular del receptor llb de Fc-gamma. Solo los conjugados de valencia alta se
pegaran a la columna o, como alternativa, bajo condiciones isocraticas de NaCl 0,15 M, pH 7,4, tampdén NaPO4 10
mM, las especies eluiran en orden de valencia, es decir, primero la valencia baja (no adsorbidas o débilmente
adsorbidas en el "volumen vacio" de la columna o poco tiempo después).

Se puede evaluar el tamafo de los conjugados purificados mediante filtracion en gel frente a patrones conocidos, o
en algunas circunstancias, mediante electroforesis en gel de policarilamida. Después también debe determinarse la
actividad de los conjugados, de forma mas importante con respecto al mantenimiento de la unién del anticuerpo a
CD40 o CD28, y el mantenimiento de la antigenicidad del antigeno que indica que los epitopos estan intactos. Un
método para verificar estas actividades bajas seria utilizar una tinciéon citométrica de flujo de células que expresan
CD40 o CD28. Los conjugados se afiaden a las células en PBS y se incuban durante 30 min sobre hielo. Las células
después se lavan y se afiade un anticuerpo (monoclonal o policlonal) contra el antigeno durante 30 min en hielo. El
anticuerpo después se detecta utilizando un anticuerpo secundario marcado de modo fluorescente. Solo los
conjugados con union del anticuerpo (a CD40 o CD28) y con epitopos antigénicos intactos produciran una tincion
positiva, y estaran listos para la evaluacion de la inmunogenicidad.

Purificacion/precipitacion con PEG de fagos

Se sabe que PEG al 15% precipita la IgG libre del suero. Por tanto, una concentracidon menor seria apropiada para
complejos, tal como la utilizada para precipitar complejos inmunoldgicos o moléculas mas grandes, tales como
viriones de fagos, como se explica a continuacion.

1. Se afiaden 30 ml de cepa de fago a un tubo SS-34 Oakridge.
2. Se afiaden 7,5 ml de PEG-8000 al 20%/NaCl 2,5 M.

3. Se incuba en hielo durante 30 minutos o mas.

4. Se centrifuga y sedimenta el fago a 11K durante 20 minutos.

5. Se vuelve a centrifugar 2-3x para eliminar toda la disolucién de PEG (la utilizacién de una micropipeta facilita la
retirada de toda la disolucion).

6. Se resuspende el fago en STE (500-1000 ul).

7. Se traslada a un tubo Eppendorf y se centrifuga a 14K durante 10 minutos.
8. Se traslada el sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf y se etiqueta.

9. Se titula el fago.

STE: para 100 ml, se afiade 1 ml de Tris 1 M (pH 8), 0,2 ml de EDTA 0,5 M (pH 8), 2 ml de NaCl 5 M. Se somete a
autoclave.

PEG: para 100 ml, se afiaden 20 gm de PEG-8000 y 14,6 gm de NaCl, y se esteriliza con filtro.
Ejemplo 1

El anticuerpo anti-CD40 de ratén de rata (IgGa) induce una respuesta inmunolégica muy potenciada en ratones
contra IgG2a de rata, en comparacion con IgG2a de rata control. Para evaluar los efectos de la valencia del anti-
CD40 sobre el efecto adyuvante, se produjeron inmundgenos de diferentes valencias de anticuerpo CD40 como
sigue:

a. Se empled un anticuerpo anti-CD40 o un anticuerpo de control de isotipo solo como inmundégeno, con una
valencia de un anticuerpo CD40 por "conjugado” (monomérico).

b. Se reticularon anticuerpos anti-CD40 o de control de isotipo con un anticuerpo anti-Ilg de rata, para producir una
valencia de dos anticuerpos CD40 por conjugado (dimérico).

c. Se reticularon anticuerpos anti-CD40 o de control de isotipo con un anticuerpo anti-lg de rata biotinilado, y avidina,
para producir un conjugado multimérico (multimérico).
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Para asegurarse de que cada ratdn se inmuniza con la mezcla equivalente de antigenos, se afiadieron proteinas
control a los inmundgenos, de modo que los inmundgenos comprenden lo siguiente:

a) 10 ug de mAb CD40 o de control de isotipo, 10 ug de IgG de ratdn y 5 ug de avidina.
b) 10 ug de mAb CD40 o de control de isotipo, 10 ug de anti-IgG de rata de raton y 5 ug de avidina.
c) 10 ug de mAb CD40 o de control de isotipo, 10 ug de anti-IgG de rata de raton biotinilado y 5 ug de avidina.

Se inmunizaron por via intraperitoneal grupos de 5 ratones hembra BALB/c, y 10 dias después se extrajo sangre y
se ensayo el suero para detectar respuestas anti-lgG2a de rata mediante ELISA, tal como se describié previamente
(Barr et al., Immunology, 109:87-91, 2003). Brevemente, se revistieron placas ELISA de 96 pocillos durante la noche
con IgG2a de rata (GL117) a 10 ug/ml en PBS a 4°C. Al dia siguiente, las placas se bloquearon con gelatina de
pescado al 1% en PBS y se lavaron con PBS/Tween al 0,05%. Se realizaron diluciones en serie del suero, y
después de una incubacion durante 1 h a temperatura ambiente y un lavado, se afiadié a los pocillos el conjugado
(anti-inmunoglobulinas de ratéon de cabra marcadas con peroxidasa de rabano, multiadsorbidas (Sigma)), y las
placas se incubaron durante una hora mas. Las placas se volvieron a lavar y se incubaron con sustrato (OPD,
Sigma) durante 15 minutos y se leyeron a 490 nm. Las titulaciones se expresan como la reciproca de la dilucion
mayor del suero a la que el suero de ensayo produjo una DO mayor que el suero de ratén normal. Los resultados se
muestran en la figura 1.

Ejemplo 2

La valencia creciente de los conjugados reduce la respuesta de anticuerpos. Se derivatizé la hemocianina de lapa
(Sigma) con SPDP (Molecular Probes, utilizando los protocolos proporcionados por Molecular Probes), y los grupos
sulfhidrilo se desprotegieron mediante una reduccion con ditiotreitol, seguido de didlisis. El anticuerpo anti-CD40 o
de control de isotipo se maleimizé utilizando sulfo-SMCC (Molecular Probes, utilizando los protocolos
proporcionados por Molecular Probes), y las proteinas derivatizadas se mezclaron para formar conjugados como
sigue:

a) anticuerpo anti-CD40 al 100% (5 mg de anticuerpo por 1 mg de KLH);
b) anticuerpo anti-CD40 al 10%, anticuerpo de control de isotipo al 90% (5 mg de anticuerpo por 1 mg de KLH);
c) anticuerpo anti-CD40 al 1%, anticuerpo de control de isotipo al 99% (5 mg de anticuerpo por 1 mg de KLH).

Este protocolo se disefi6é para producir conjugados del mismo tamafo y contenido en antigeno, pero con diferentes
valencias de anticuerpo CD40.

Se inmunizaron por via intraperitoneal grupos de 3 ratones hembra BALB/c, y 10 dias después se extrajo sangre y
se ensayo el suero para detectar respuestas anti-KLH mediante ELISA, tal como se describié previamente (Barr et
al., Immunology, 109:87-91, 2003). Brevemente, se revistieron placas ELISA de 96 pocillos durante la noche con
KLH a 10 ug/ml en PBS a 4°C. Al dia siguiente, las placas se bloquearon con gelatina de pescado al 1% en PBS y
se lavaron con PBS/Tween al 0,05%. Se realizaron diluciones en serie del suero, y después de una incubacion
durante 1 h a temperatura ambiente y un lavado, se afiadié a los pocillos el conjugado (anti-inmunoglobulinas de
ratéon de cabra marcadas con peroxidasa de rabano, multiadsorbidas (Sigma)), y las placas se incubaron durante
una hora mas. Las placas se volvieron a lavar y se incubaron con sustrato (OPD, Sigma) durante 15 minutos y se
leyeron a 490 nm. Las titulaciones se expresan como la reciproca de la dilucion mayor del suero a la que el suero de
ensayo produjo una DO mayor que el suero de ratén normal.

Los resultados se muestran en la figura 2. Las respuestas de anticuerpos mas fuertes contra KLH fueron producidas
por los ratones inmunizados con los conjugados de CD40 al 1%. Puesto que se calcul6 que la derivatizacion de
SPDP produce 200 sitios reactivos por molécula de KLH, la valencia de anticuerpo CD40 maxima calculada de los
conjugados utilizados en el grupo C fue de 2 moléculas de anti-CD40 por molécula de KLH.
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REIVINDICACIONES

1.- Una composiciéon de vacuna que comprende un conjugado aislado de un anticuerpo CD40 y al menos un
antigeno especifico de tumor o asociado a un tumor, en la que dicho conjugado consiste en un complejo en el que el
anticuerpo CD40 y el antigeno tumoral se reticulan con un agente de reticulacion y la valencia del anticuerpo del
complejo consiste en una o dos moléculas de anticuerpo CD40.

2-. Una composicién segun la reivindicacion 1, en la que dicha composicién comprende ademas un vehiculo.

3-. Una composicién segun la reivindicacién 2, en la que dicha composicién comprende ademas un segundo
adyuvante.

4-. Una composicién segun la reivindicacion 1, en la que dicho antigeno es un antigeno de gangliosido.
5-. Una composicion segun la reivindicacion 1, en la que dicho antigeno es una hormona o un receptor de hormona.

6-. Una composicion segun la reivindicacion 5, en la que dicho antigeno es el receptor de N-metil-D-aspartato, o
parte del mismo.
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Efecto de la valencia sobre la respuesta anti-KLH
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